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R ÉS UMÉ
Le projet o été établi dans l’optique de mettre au point un modèle de
leucémie dans le système hématopoïétique de la drosophile (Drosophilo
melanogaster) qui pourra être utilisé pour l’identitication par approche
génétique d’évènements moléculaires conduisant au développement
de la leucémie. Le système d’expression UAS/GAL4 a été utilisé pour
exprimer les translocations E2A-PBXJa et NUP98-HOXA9, impliquées
respectivement dans les leucémies lymphoïdes et myéloïdes humaines.
Des promoteurs spécitiques ont permis l’étude de leur expression dans le
système hématopoïétique (i.e. Cg-GAL4) et dans le développement de
l’oeil. L’expression de NUP98-HOXA9 par Cg-GAL4 induit la tormation de
masses ressemblant à des tumeurs dans les larves, ce qui semble moins
tréquent lors de l’expression de E2A-PBX]a. Le phénotype de NUP98-
HOXA9 semble être exacerbé en présence de E2A-PBX1a, ce qui
correspond au rôle accélérateur de E2A-PBX1a décrit dans les
leucémies des mammifères. NUP98-HOXA9 induit aussi un défaut au
niveau du développement de l’oeil. Dans le futur, le phénotype décrit
pourra servir pour l’établissement un crible, soit au niveau du
développement de l’oeil ou au niveau du système hématopoïétique,
afin d’identifier des molécules impliquées dans le développement de ce
modèle leucémique. Ensuite, le rôle des molécules ainsi identifiées
pourra être analysé au niveau du développement des leucémies chez
les mammifères.
MOTS CLÉS
Drosophile, système hématopoïétique, masse mélanotique,
translocation, NUP98-HOXA9, E2A-PBX1 a, leucémie.
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ABSTRACT
Ihe aim of the project was to establish a model of leukemia using the
Drosophilo melanogoster haematopoietic system, which would serve in
the identification ot molecular events involved in leukemia
development. The UAS/GAL4 expression system was used to study the
effects of two transiocations tound in human leukemia: E2A-PBXIa which
induces Iymphoid leukemia and NUP98-HOXA9 which induces myeloid
leukemia. Using specific promoters, I analysed the expression ot these
oncogenes in the haematopoietic system and during the eye
development. The expression ot NUP98-HOXA9 with the haematopoietic
specitic promoter Cg-GAL4 Ieads to the formation of tumour-like masses
while the phenotype induced by the expression ot E2A-PBXJo is Iess
severe. When expressed together the two transiocations Iead to o
stronger phenotype than that observed with NUP98-HOXA9 only. This is
consistent with the acceleration role described for E2A-PBXIo in
mammal leukemias. Nup9B-HOXA9 also induces a developmental
defect in the eye. The phenotype described could be used in a screen
either in the eye development or in the haematopoietic system in order
to find new molecules implicated in the development of this leukemia
model. The relevance of putative new players in the development of
leukemia identified in such a screen could be further analyzed in
mammalian systems.
KEY WORDS
Drosophila, haematopoietic system, melanotic masses, transiocation,
Nup98-HOXA9, E2A-PBX1 a, leukemia.
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CHAPITRE I: Introduction
21. LA LEUCÉMIE
1.7. Principes généraux
Selon la Société Canadienne du Cancer, le Canada compte
environ 4000 nouveaux cas de leucémies pour l’année 2005. De plus, la
leucémie est le cancer le plus répandu chez les entants. Son pronostic
est très défavorable avec un ratio décès/nouveau cas de 56%. Ces
chiffres démontrent l’importance de poursuivre la recherche sur la
leucémie. Mais qu’est-ce que la leucémie?
On décrit la leucémie comme une maladie néoplasique des tissus
hématopoïétiques qui affectent la différenciation des cellules souches
hématopoïétiques en cellules sanguines matures. Les leucémies sont
classifiées selon la morphologie des cellules, la constitution antigénique,
les marqueurs enzymatiques et les anomalies chromosomiques qui les
distinguent (Lee et al., 1993). On peut distinguer quatre types de
leucémies. D’abord, l’origine du précurseur permet une première
classification : on les divise en leucémies lymphoïdes (précurseur
lymphoïde) ou myéloïdes (précurseur myéloïde). Aussi, les leucémies
sont classées selon la rapidité avec laquelle les symptômes et les
complications apparaissent. Une leucémie biologiquement homogène
et stable, avec un pouvoir de prolifération lent est dite chronique. La
phase chronique peut se développer, suite à des évènements
mutationnels secondaires, en phase aigue, c’est-à-dire plus hétérogène,
beaucoup plus agressive et capable de proliférer rapidement (lsraels et
lsraels, 1997).
Le développement de la leucémie est un processus à plusieurs
étapes qui implique souvent des réarrangements chromosomiques,
telles les translocations, mais aussi des événements mutationnels
3secondaires (revu par Lin et Aplan, 2004). Ces changements
s’accumulent dans le génome de la cellule souche leucémique qui
acquière ainsi un plus grand pouvoir de prolifération. Cette cellule
souche conduit alors au développement de la leucémie. Les
translocations retrouvées dans les leucémies induisent l’expression et/ou
l’activation aberrante de gènes, souvent des tyrosines kinases, tel ABL
(Abelson) ou des tacteurs de transcription tel HOXA9.
1.2. Les gènes Hox
La famille des gènes Hox (Homeotic box) a largement été
conservée durant l’évolution. Leur arrangement chez les mammitères
résultent probablement d’une quadruplication d’un seul complexe
ancestral puisqu’on les retrouve dispersé en 4 groupes, A, B, C, D dans le
génome. Chacun des groupes est divisés en 13 paralogues, pour un
total de 39 gènes Hox. Chez la drosophile, on retrouve 8 homologues,
regroupés dans le complexe HOM-C (Homeotic-gene complex)
(Schughart et al., 1989) (flgure 1 .1).
Les Hox codent pour des protéines possédant un homéodomaine,
i.e. une séquence de 61 acides aminés leur permettant de lier l’ADN et
d’agir comme facteur de transcription (Scott et al., 1989) et peuvent
former des complexes avec des protéines à homéodomaine du groupe
TALE (Three Amino-acid Loop Extension), dont PBX1 (Pre-B cell leukemia
transcription factor 1) et MEIS1 (Myeloid Ecotropic Insertion Site 1). Le
complexe qui en résulte leur permet de lier l’ADN de façon hautement
spécifique (Shen et al., 1 997a; Shen et al., 1999).
4Humain
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Figure 1.1 Expression des HOX/HOM-C dans le développement; modifiée
de Grier et al., 2005. Les gènes Hox ont été conservés durant l’évolution.
On les retrouve regroupés dans le complexe HOM-C chez la drosophile, et
en quatre groupes HOX chez les humains. Ces quatre groupes
proviennent d’un seul et même groupe ayant subi une quadruplication
durant l’évolution. Leur expression dans le développement se fait de
façon colinéaire, i.e. l’arrangement qu’ils ont dans le génome correspond
à l’axe antéropostérieur d’expression.
Drosophile
5Les paralogues 1 à 10 interagissent avec PBX1 alors que les paralogues
9 à 13 interagissent avec MEIS1 (Shen et al., 1997a; Shen et al., 1997b).
Aussi, PBX1 et MEIS1 interagissent ensemble et ceci permet la
localisation nucléaire de PBX1 (Chang et al., 1997; Saleh et al., 2000).
HOX, PBX1 et MEIS1 sont co-transcrits lors du développement (Owens et
Hawley, 2002).
1.2.1 Protéines à homéodomaine chez la drosophile
Les gènes Hox ont d’abord été étudiéss chez la drosophile pour
leur rôle dans le développement du patron antéropostérieur, rôle
conservé chez les autres métazoaires. Comme mentionné
précédemment, les gènes Hox chez la drosophile sont regroupés sous le
complexe HOM-C comprenant 10 gènes: lab (labial), pb
(proboscipedia), Hox3/zen, Dfd (Dertormed), Scr (Sex combs reduced),
ftz (fushi tarazu), Antp (Antennapedia), Ubx (Ultrabithorax), abd
(abdominal) -A et Abd—B. Les protéines HOX3/ZEN et FIZ ayant perdu leur
fonction homéotique, on considère que la drosophile n’a que huit
gènes homéotiques (Akam et al., 1994; Gibson, 2000). On les divise en
deux complexes: Antennapedia (lab, pb, Dfd, 5cr et Antp) et Bithorax
(Ubx, abd-A et Abd-B) (Lewis, 1978). Leur expression lots du
développement contère une identité unique à chaque segment (Figure
1.1) et est requise de l’embryogénèse jusqu’aux dernières étapes du
développement adulte (CasteHi-Gairet al., 1994). La spécificité d’action
des différents HOX dans les tissus vient de la compétition entre les
protéines HOX dans la cellule (Heuer et Kaufman, 1992). Par exemple,
UBX et ABD-A entre en compétition pour la formation d’un complexe
6avec ABD-B, ce qui permettra la formation des spiracles (Castelli-Gair et
cl., 1994).
Les produits des gènes Hox de la drosophile s’associent avec les
protéines à homéodomaine EXD (Extradenticle), homologue de PBX1, et
HIH (Homothorax), homologue de MEIS]. Comme pour les homologues
mammifères, le dimère EXD-HTH est nécessaire au transport nucléaire de
EXD (Rieckhof et al., 1997; Pai et al., 1998; Abu-Shaar et al., 1999;
Berthelsen et al., 1999). L’hétérocomplexe HTH/EXD/HQX lie l’ADN et
permet l’activation ou la répression spécifique de gènes (Gebelein et
al., 2004).
1.2.2 Rôle dans le développement
L’organisation génomique des gènes Hox corresponde à leur
patron d’expression, une des caractéristiques phyogénétiquement
conservées. En effet, leur organisation génomique représente l’ordre
temporel et spatial selon lesquels ils seront actifs lors du développement
embryonnaire tant chez la drosophile (Lewis, 1978) que chez les
mammifères (Graham et al., 1989; Duboule et Dolle, 1989; Gaunt et al.,
1990). Cette expression colinéaire permet de façonner le patron
antérieur/postérieur lors du développement de l’organisme (Figure 1.1).
1.2.3 Rôle dans le système hématopoïétique
L’expression des gènes Hox est aussi observée dans les cellules du
système hématopoïétique où le patron d’expression semble avoir un
certain degré de colinéarité, bien que la caractérisation de cette
expression ne soit pas complétée (Magli et al., 1991). Par exemple, on
sait que HOXA et B sont préférentiellement exprimés dans les cellules
7primitives hématopoïétiques et l’expression des gènes situés en 3’ est
favorisée (Sauvageau et al., 1994).
On a aussi démontré que ditférents Hox ont leur importance dans
le développement du système hématopoïétique et que chacun
possède un rôle très spécitique. Par exemple, la surexpression de Hoxb4
dans les cellules de moelle osseuse de souris entraîne la prolifération des
cellules primitives in vitro, sans toutefois affecter la quantité ni la qualité
des cellules du sang lorsque transplantées (Sauvageau et al., 1995). Par
contre, le même genre d’expérience avec HoxaIO induit des troubles
myéloprolifératifs suite aux transplantations (fhorsteinsdottir et al., 1997).
Des souris portant des délétions géniques pour les deux copies de Hoxa9
ont permis de démontrer l’importance de celui-ci dans la différenciation
des cellules granulocytaires et lymphocytaires (Lawrence et al., 1997).
En ce qui concerne la drosophile, aucune étude n’indique un rôle
direct des Hox dans le développement du système hématopoïétique.
Par contre, plusieurs faits portent a croire qu’ils y seraient impliqués. On
sait que les gènes PcG (Polycomb Group) et les gènes InG (Irithorax
Group) régulent l’expression des gènes Hox et qu’ils sont impliqués dans
l’hématopoïèse des mammifères (revu par Gebuhr et al., 2000) de
même que dans le développement de la drosophile (Beuchle et al.,
2001). On a démontré que mxc (multi sex combs), membre du groupe
PcG, et brm (brahma), membre du TrxG, contrôlent l’hématopoïèse
chez la drosophile de façon directe (Remillieux-Leschelle et al., 2002).
De plus, le mutant I(1)mbn (lethal (1) malignant blood neoplasm), connu
pour causer des défauts dans le système hématopoïétique (Gateff,
1978) est en fait un allèle mutant de mxc (Santamaria et Randsholt,
1995; Saget et al., 1998). Finalement, Domino, qui est une ATPase ADN
8dépendent de la famille SWI/SNF (Ruht et al., 2001), interagit avec les
membres PcG et Trx pour réguler l’expression des Hox. Des mutations
dans domino induisent la mélanisation des « lymph glands)) (désormais
traduit par «glandes lymphoïdes» dans le texte), et l’absence
d’hémocytes en circulation (Braun et al., 1997). foutes ces données
laissent présager un rôle pour les gènes Hox de la drosophile dans le
système hématopoïétique de la drosophile, tout comme chez les
ma mm itères.
1.2.4 Implications des HOX dans les leucémies.
Les gènes HOX ont aussi été décrits pour avoir un rôle important
dans les leucémies (revu par Crier et al., 2005). Par exemple, la
surexpression par un vecteur retroviral de Hoxb6 (Fischbach et al., 2005),
Hoxb8 (Perkins et Cory, 1993), Hoxb3 (Thorsteinsdottir et al., 2001),
HoxaIO (Thorsteinsdottir et aI., 1997) ou Hoxo9 (Kroon et al., 2001) dans
les cellules de moelle osseuse de souris induit le développement de la
leucémie.
Souvent, les HOX ont une implication indirect dans le
développement des néoplasies. Par exemple, dans les leucémies
induites par des translocations impliquant MLL (Mixed Lineage
Leukemia), on observe tréquemment une expression inadéquate de
Hoxo9 et Hoxa7 (Armstrong et al., 2002; Ayton et Cleary, 2003).
Cependant, la translocation NUP98-HOXA9 retrouvée dans les LMA
(leucémies myéloïdes aigues) est un bon exemple d’une implication
directe des HOX dans les leucémies (Nakamura et al., 1996; Borrow et
al., 1996).
9Cette translocation NUP98-HOXA9 t(7;1 1)(p15;p]5) se retrouve de
façon rare mais récurrente dans les LMA. Elle implique la fusion de la
partie N-terminale de la nucléoporine NUP98 (Nucleoporin 98) avec la
portion C-terminal de la protéine HOXA9 (Nakamura et al., 1996; Borrow
et al., 1996) (Figure 1.2a). Brièvement, NUP98 est une composante du
complexe du pore nucléaire. Elle possède une répétition de résidus
phénylalanine et glycine, qui permet la liaison des tacteurs de transport
lors du transport entre le noyau et le cytoplasme (revu dans Roth et al.,
1991). Le gène NUP98 est le partenaire de fusion le plus fréquent des
HOX: il forme des translocations le plus fréquemment avec HOXA9
(Nakamura et al., 1996; Borrow et aI., 1996), mais aussi avec HOXDJ3
(Raza-Egilmez et al., 1998), HOXAÏ3 et HOXAI I (Fujino et al., 2002),
HOXC1 I et HOXCJ3 (faketani et al., 2002). Dans chacune des protéines
de fusion, la répétition de phénylalanines et glycines est conservée bien
que son rôle ne soit pas entièrement caractérisé (revu dans Slape et
Aplan, 2004). La translocation NUP98-HOXA9 possède les domaines
d’hétérodimérisation à PBX et de liaison à l’ADN de HQXA9 (Figure 1 .2a).
On a observé que cette translocation augmente la capacité de
prolifération des cellules progénitrices dans la moelle osseuse (Lawrence
et al., 1999; Kroon et cl., 2001). De plus, lorsqu’on transplante ces cellules
progénitrices, on induit des troubles myéloprolifératifs qui se
développent ensuite en leucémie myéloïde aigue en 230 jours, en
moyenne (Kroon et al., 2001). Kroon et coll. (2001) ont démontré que,
tout comme pour HOXA9 (Thorsteinsdottir et al., 2001), des souris
transplantées avec des cellules de moelle osseuse exprimant NUP98-
HOXA9 et MEIS1 développent une LMA plus rapidement (142 jours) que
celles où seul NUP98-HOXA9 est exprimé, démontrant une collaboration
10
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Figure 1.2. Représentation schématique des transiocations NUP98-HOXA9
et E2A-PBX1a impliquées dans les leucémies. o) Modifié de Kroon et al.,
2001; Nup98-HOXA9 possède les 38 répétitions phénylalanine-glycine
(lignes pointillées) de NUP98 ainsi que Ihoméodomaine (rectangle vert) et
le domaine d’hétérodimérisafion à PBX (rectangle noir). b) Modifié de
Calvo et al., 2002; F2A-PBX1 implique la fusion du facteur de transcription
E2A (rectangle fuchsia) avec PBXÏ. Le domaine dhétérodimérisation à
PBX (rectangle bleu), l’homéodomoine (HD, rectangle vert) ainsi que les
hélices inhibitrices (rectangle hachuré à gauche de HD) et coopératives
(rectangle hachuré à droite de HD) de PBX1 sont présents dans la
translocation.
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entre les deux oncogènes. De plus, la transformation des cellules NIH 313
par NUP98-HQXA9 n’est possible que s’il y a tormation d’un complexe
avec PBX1 (Kasper et al., 1999).
E2A-PBXJ (t(1 :1 9) (q23;pl 3.3), Fig 1 .2b) est une translocation
chromosomique retrouvée dans approximativement 20% des [LA
(leucémies lymphoïdes aigues) des cellules pré-B pédiatriques. Elle
implique la fusion des gène E2A et PBXI (Carroll et al., 1984; Williams et
al., 1984). En temps normal, PBX1 collabore avec les HOX alors que le
gène E2A code pour 2 isoformes d’un facteur de transcription de type
bHLH (basic Helix-Loop-Helix), E12 et E47 (nommés E2A ici afin d’alléger
le texte) (Murre et al., 1989). Aussi, E2A aurait en parallèle avec son rôle
de tacteur de transcription, un rôle de suppresseur de tumeur (Yan et al.,
1997). L’expression de E2A est détectable dans plusieurs tissus, mais se
retrouve plus abondamment dans les tissus lymphoïdes où elle
permettrait la spécitication du type cellulaire ainsi que la maturation des
cellules (Bain et al., 1997a; Rutherford et LeBrun, 1998). E2A comprend
deux domaines d’activation de la transcription, AD1 et AD2 (Activation
Domain 1 et 2), qui se retrouve dans la translocation E2A-PBX1 (Quong
et al., 1993). E2A-PBX1 affecte la différenciation normale des cellules par
sa capacité à interagir avec différentes protéines HOX et ainsi à lier
l’ADN (Lu et al., 1995). E2A-PBX1 n’induit pas la leucémie lorsque
surexprimé seul, mais accélère son développement lorsqu’il collabore
avec d’autres oncogènes. Thorsteinsdottir et colI. (1999) ont démontré
une torte collaboration oncogénique entre E2A-PBX1 et HOXA9 quant à
leur capacité à altérer la prolifération de cellules de moelle osseuse de
souris. De plus, le développement de la leucémie se fait beaucoup plus
rapidement en présence des deux oncogènes (39 ± 2 jours, comparé à
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80 et 167 jours respectivement pour HOXA9 et E2A-PBX1a). Ceci est aussi
supporté par les récentes données démontrant que le locus Hoxa est
souvent la cible d’intégrations virales dans un modèle murin de
leucémie des cellules pré-B induite par E2A-PBXI (BijI et al., 2005).
2. LA DROSOPHILE
2.1. La drosophile comme modèle d’étude
La drosophile est un modèle d’étude incomparable et de
nombreux outils génétiques ont été développés afin de taciliter son
utilisation en recherche comme par exemple, la découverte des
éléments transposables P (Bingham et al., 1982). Plusieurs avantages en
tont un modèle de choix: temps de génération court (10 jours en
conditions optimales), homologie entre son génome et celui humain,
faible redondance génique, etc. Elle est aussi très utile pour l’étude des
maladies humaines puisque 75% des gènes impliqués dans celles-ci
possèdent une séquence homologue chez la drosophile (revu dans Bier,
2005). Les mécanismes de signalisation et les interactions entre leurs
composantes sont aussi conservés entre la drosophile et les mammifères.
Par exemple, la voie RTK-RAS-RAF-MAPK (Receptor Tyrosine Kinase - Rat
Sarcoma- Rapidly growing Fibrosarcomas - Mitogen-Activated Protein
Kinase) a grandement été étudiée et caractérisée dans plusieurs
modèles d’étude. Cependant, des cribles génétiques à grande échelle
chez la drosophile, difficilement réalisables chez les mammifères, ont
permis de pousser encore plus loin les connaissances sur cette voie et
d’identifier de nouvelles molécules qui y sont associées: les protéines
d’échafaudage KSR (Kinase Suppressor of Ras) (Therrien et al., 1995) et
CNK (Connector enhancer of KSR) (Therrien et al., 1998), qui possèdent
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des homologues chez les mammitères, en sont des exemples. Les études
les plus récentes démontrent que KRAS (Kirsten RAS) est muté dans 5%
des LMA et que cette proportion monte jusqu’à 11% pour NRAS
(Neuroblastome RAS) (Bowen et al., 2005). Ainsi, l’étude poussée des
voies de signalisation chez la drosophile permet une meilleure
compréhension des phénomènes impliqués dans le cancer.
2.2. Le système hématopoïétique de la drosophile
L’étude des mécanismes moléculaires impliqués dans la réponse
immunitaire et dans le développement du système hématopoïétique
utilisant la drosophile comme modèle est en pleine expansion, si on se
base sur le nombre de nouvelles publications disponibles sur Pubmed (32
publications pour 1985-1995 contre 159 pour 1996-2005, lorsque
tc drosophila, hemocytes » sert de critère de recherche). Plusieurs
groupes de recherche ont mis en lumière les nombreuses analogies
entre le système hématopoïétique de la drosophile et celui des
mammitères, tant au niveau des événements moléculaires impliquées
dans la dittérenciation et la prolifération des cellules hématopoïétiques,
qu’au niveau des mécanismes de phagocytose (revu par Evans et al.,
2003). Le système hématopoïétique de la drosophile est évidemment
beaucoup plus simple que celui des mammifères, mais les similarités sont
tout de même importantes. Dans les deux cas, le développement se tait
en deux phases selon une régulation spatio-temporelle. De plus, les
cellules de l’hémolymphe de drosophile, les hémocytes, présentent des
similarités avec la lignée myéloïde des mammifères.
La réponse immunitaire de la drosophile est majoritairement innée.
Sa défense contre les pathogènes est soit cellulaire (phagocytose,
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encapsulation et mélanisation) ou humorale (peptides antimicrobiens)
(Lanot et al., 2001). Par contre, de récentes études suggèrent la
possibilité d’une réponse adaptative chez les insectes (Watson et al.,
2005). Effectivement, cette équipe a démontré que [es hémocytes
présente un potentiel de phagocytose inférieur en absence de DSCAM
(Down Syndrome CelI Adhesion Molecule), protéine membre de la
supertamille des récepteurs immunoglobulines qui est exprimée par les
hémocytes et les « tat bodies» (désormais traduit par « corps gras » dans
le texte). On pourrait retrouvé jusqu’à 18000 dittérents isoformes
exprimées de DSCAM (Watson et al., 2005).
2.2.1 Développement du système hématopoiétique
Le système hématopoïétique de la drosophile se développe en
deux phases (Figure 1.3.a). D’abord, on voit apparaître les hémocytes
au stade 5 du développement embryonnaire au niveau du mésoderme
procéphalique (Iepass et al., 1994; Rehorn et al., 1996). À la fin de
l’embryogénèse, tous les hémocytes sont différenciés en plasmatocytes
ou en cellules cristallines (voir section 2.3), et migrent dans l’ensemble de
l’embryon (Tepass et ai., 1994).
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Fîgure 1.3 Système hématopoiétique de la drosophile. a) Modifié de Evans
et al., 2003. Le développement du système hématopoïétique de la
drosophile se fait en deux vagues: durant l’embryogénèse puis au stade
larvaire, où se développent les glandes lymphoïdes. Lots de la tormation
de la pupe, les hémocytes sont relâchés et les glandes lymphoïdes sont
dégradées. b) Moditié de Jung et al., 2005. Les glandes lymphoïdes de L3
sont divisées en lobes antérieurs (LA) et postérieurs (LP). Les lobes
antérieurs (LA) comptent un centre de signalisation postérieur (CSP) qui
permet le développement des hémocytes, une zone médullaire (7M) où
se trouvent les pro-hémocytes et une zone corticale (ZC), où se trouvent
les hémocytes différenciés. Les lobes postérieurs (LP) sont composés de
pro-hémocytes.
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À la fin de l’embryogénèse, les glandes lymphoïdes, considéré
comme le site principal de l’hématopoïèse, se développent à partir du
mésoderme cardiogénique (Jung et al., 2005) et atteignent leur maturité
chez les L3 (stade 3 du développement larvaire). Les hémocytes formés
lors du développement larvaire sont largués dans l’hémolymphe juste
avant la métamorphose, à la toute fin du stade L3 (HoIz et al., 2003)
(figure 1 .3.a). Aussi, les hémocytes peuvent se disperser suite à l’infection
de la larve; on remarque alors la dispersion des cellules des lobes
antérieurs des glandes lymphoïdes, permettant aux hémocytes
désormais en circulation de fournir une réponse immunitaire forte contre
les parasites (Sorrentino et al., 2002).
Les hémocytes embryonnaires et larvaires procèdent à la
phagocytose des débris cellulaires durant la métamorphose et persistent
par la suite jusqu’au stade adulte, assurant défense immunitaire de la
mouche adulte. Les glandes lymphdides se désintègrent lors de la
métamorphose et aucun organe hématopoïétique n’est connu chez la
mouche adulte (Lanot et aI., 2001).
2.2.2 Types cellulaires
Rizki (1978) a décrit trois types cellulaires retrouvés dans le système
hématopoïétique de la drosophile: les plasmatocytes, les cellules
cristallines et les lamellocytes (revu par Evans et aI., 2003). D’autres
types cellulaires ont été décrits, tels les podocytes (Shrestha et Gateff,
1986), mais, pour le moment, rien n’indique que se sont des lignées
distinctes plutôt que des sous-populations des groupes mentionnés ci
dessus. Voici une brève description des trois types majeurs, soit les
plasmatocytes, les cellules cristallines et les lamellocytes.
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D’abord, la vaste majorité de la population hémocytaire (environ
90%) est composée des plasmatocytes. Ce sont de petites cellules
rondes capables de phagocyter les pathogènes et les débris cellulaires
lors de la métamorphose. Les plasmatocytes ont aussi une fonction
sécrétoire très importante: elles sécrètent des peptides antimicrobiens
et des protéines de la MEC (matrice extracellulaire) comme la PXN
(Peroxydasine) et les protéines du collagène, tels DCg1 (Drosophila
collagen 1) et VKG (Viking) (FessIer et al., 1994; Yasothornsrikul et al.,
1997).
Les cellules cristallines comptent pour 5% de la population. Elles
possèdent dans leur cytoplasme des inclusions enzymatiques
caractéristiques, incluant entre autre la ProPo (Prophénoloxydase),
capable de procéder à la mélanisation des corps étrangers (Rizki et al.,
1985; Soderhall et Cerenius, 1998). Les cellules cristallines sont lysées en
présence de ceux-ci, permettant le largage des enzymes dans le milieu
et la mélanisation du corps étranger (Nappi et al., 2005). La ProPo est
activée par une cascade enzymatique et, lorsqu’active, elle oxyde les
phénols, entraînant leur polymérisation en mélanine et la production de
radicaux libres qui tuent les pathogènes. La mélanisation favorise aussi la
cicatrisation (Laitook, 1966; Ramet et al., 2002a).
Les lamellocytes sont de grosses cellules capables d’encapsuler
les corps étrangers trop gros pour être phagocytés par les
plasmatocytes. Elles ne sont pas présentes lors de la première vague de
différenciation dans l’embryon et on ne les retrouve qu’en très taible
quantité dans la larve. Par contre, suite à une stimulation immunitaire,
par exemple une infection par un parasite, on remarque une
différenciation massive des plasmatocytes et des prohémocytes en
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lamellocytes (Lanot et aI., 2001). Les lamellocytes forment alors une
capsule autour du corps étranger, puis les cellules cristallines procèdent
à la mélanisation, conduisant finalement à la mort de ce dernier.
2.2.3 Organes du système hématopoïétique
On retrouve les hémocytes en trois différentes locations dans la
larve: (i) en circulation libre dans l’hémolymphe, (ii) adhérés aux
organes et, surtout, à la paroi de la cuticule (nommés hémocytes
sessiles) et (iii) dans les glandes lymphoïdes (Lanot et al., 2001).
Comme mentionné plus tôt, les glandes lymphoïdes sont l’organe
principal de l’hématopoïèse. Dès leur apparition à la toute fin du
développement embryonnaire, les quelques cellules formant alors les
ces glandes expriment les facteurs de transcription srp (serpent) et odd
(odd skipped) et ce, jusqu’à l’atteinte de la maturité (Jung et aI., 2005).
Les glandes lymphoïdes matures se retrouvent dans la partie dorsale de
la larve et sont composées de 4 à 6 paires de lobes (Figure 1.3b). Les
lobes les plus antérieurs possèdent un ensemble de cellules sécrétoires,
le CSP (centre de signalisation postérieur) qui exprime SER (Serrate), le
ligand de la voie de signalisation Notch, ce qui permet l’expression de
marqueurs cellulaires tel Ii (Lozenge) (Lebestky et al., 2003). On
différencie deux autres zones dans les lobes antérieurs: la zone
médullaire, où se trouvent les prohémocytes et la zone corticale, où se
trouvent des hémocytes matures qui expriment des marqueurs de
différenciation (voir section 2.2.4). Les lobes secondaires ressemblent à
la zone médullaire, donc on y retrouve seulement des prohémocytes
(Jung et aI., 2005) (Figure 1 .3.b).
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Les corps gras sont dispersés dans l’ensemble de l’organisme et
permettent à la larve une réponse humorale suite à une infection
parasitaire en sécrétant quantité de peptides antimicrobiens (revu dans
Bulet et al., 2004). Cette réponse immunitaire peut être dépendante ou
non à l’hémolymphe (Bettencourt et al., 2004). La réponse dépendante
à l’hémolymphe implique la présence des plasmatocytes qui stimulent
les corps gras en activant la voie JAK!STAT (Janus Kinase/Signal
Transducer and Activator of Transcription) via le ligand UPD-3 (Unpaired
3) (Agaisse et al., 2003). Par ailleurs, la réponse indépendante à
l’hémolymphe implique la stimulation directe des corps gras par des
molécules à la surface du pathogène, comme les peptidoglycans et
l’acide lypotébhoïque.
La production de peptides anti-microbiens par les corps gras se
fait par l’activation des voies de signalisation TL (1011), dans le cas d’une
stimulation de souches bactériennes Gram positives ou fongiques, ou
IMD (Immune Deticiency), si la stimulation est causée par des bactéries
Gram négatives (Anderson, 2000; Imler et Hoffmann, 2002; Khush et al.,
2002; Hultmark, 2003; revu par rving et al., 2004).
2.2.4 Signalisation moléculaires spécifîques
Chaque type cellulaire du système hématopoïétique de la
drosophile exprime des molécules qui leur sont propres et qui leur
permettent de se différencier ou d’exercer des fonctions particulières
(Figure 1 .4). L’expression du facteur de transcription srp, homologue de
GAlA Ï, est essentielle au développement des cellules hémocytaires de
l’embryon et son expression dans les précurseurs permet la
différenciation des plasmatocytes et des cellules cristallines (Lebestky et
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Figure 1.4 Marqueurs spécifiques aux hémocytes. Au fur et à mesure que
les hémocytes deviennent matures, ils expriment des marqueurs
spécifiques, tels Pi, Li et Lz qui sont spécifiques aux types cellulaires
différenciés présents dans l’hémolymphe.
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al., 2000) et dans les corps gras, où il permet la réponse immunitaire
(Petersen et al., 1999).
Les plasmatocytes expriment de taçon spécifique gcm/gcm2
(glial celI missing), ce qui permet leur expansion et leur maturation
(Bernardoni et al., 1997; Alfonso et Jones, 2002). SRP est essentiel à
l’expression de gcm/gcm2 (Lebestky et aI., 2000). L’expression du
récepteur tyrosine kinase Pvt (Poliovirus receptor), homologue aux
récepteurs PDGF (Platelet-Derived Growth Factor) et VEGF
(Vascular/Endothelial celI Growth Factor) des mammifères, assurerait
aussi la différenciation des plasmatocytes (Jung et aI., 2005), de même
que leur survie (Bruckner et al., 2004) (Figure 1.4).
L’expression de l’homologue de RUNXIIAML1 (Runt Related
Transcription Factor 1/Acute Myelogenous Leukemia 1), Li (Lozenge)
permet la différenciation des prohémocytes en cellules cristallines. Ce
facteur de transcription permet l’expression des gènes spécifiques à ce
type cellulaire lorsqu’il coopere avec SRP (Waltzer et al., 2003). La
protéine à doigt de zinc USH (U-Shaped), homologue de FOG (Friend of
GATA) est exprimée dans les précurseurs hémocytaires et les
plasmatocytes afin de prévenir leur différenciation en cellules cristallines
(Sorrentino et al., 2005).
Plusieurs voies de signalisation sont très importantes pour le bon
fonctionnement du système hématopoïétique. En voici quelques
exemples. La voie de signalisation de Notch est très importante pour la
différenciation des cellules cristallines (Duvic et al., 2002; Lebestky et al.,
2003). Elle est aussi essentielle à la différenciation des lamellocytes, qui
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nécessitent en plus la voie de signalisation JAK/SIAT pour se différencier
(Duvic et cl., 2002; Sorrentino et al., 2004) (Figure 1.4).
Aussi, les petites GlPases de la famille RHO, RAC1 et RAC2,
permettent la migration des hémocytes chez l’embryon (Paladi et
Tepass, 2004) et lors d’une réponse inflammatoire (Stramer et al., 2005).
Les cascades de TL et MD impliquent ta production de peptides
antimicrobiens lorsque stimulées par les homologues de NFic-B (Nuclear
Factor kappa B) (lp et Levine, 1994; Meister et al., 1997). Finalement,
JAK/STAT stimule la réponse cellulaire et humorale (Agaisse et Perrimon,
2004; voir aussi les revues de Mathey-Prevot et Perrimon, 1998 et Evans et
cl., 2003).
2.2.5 Modèles d’étude du système hématopoïétique
Le système hématopoïétique de la drosophile est utilisé depuis
environ trois décennies pour l’étude des mécanismes impliqués dans les
néoplasmes hématopoïétiques. Des cribles génétiques ont permis
l’identification de dittérents gènes menant à des désordres du système
hématopoïétique pouvant se rapporter à la leucémie (Gateft, 1978;
Watson et al., 1991; Torok et al., 1993; Rodriguez et al., 1996; revu par
Dearolt, 1998). Plusieurs désordres du système hématopoïétique ont été
décrits: surprolifération cellulaire suite à des mutations dans des
cascades de signalisation, réponse immunitaire contre le soi, formation
de masses mélanotiques ou activation dérégulée de ta cascade de
mélanisation (Dearolf, 1998), ou encore problèmes de dittérenciation
cellulaire (Sinenko et cl., 2004).
Un modèle très intéressant de surprolifération analogue à la
leucémie à été mis au point par Asha et colI. (2003). En effet, cette
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équipe a démontré que la surexpression de la forme activée de Ras
(RasvI2) dans le système hématopdiètique induit une surprolifération des
hémocytes via la voie RAS-MAPK (Asha et al., 2003). Ces hémocytes
sont fonctionnels et conservent leur capacité à proliférer lorsqu’injectés
dans un récipient secondaire adulte. Un phénotype de surprolifération
est aussi observé chez les mutants ytr, qui démontrent en plus un défaut
de différenciation (Sinenko et aI., 2004). YIR est une protéine exprimée
dans le système hématopoïétique de façon conservée chez la
drosophile et la souris (Sinenko et aI., 2004).
La formation de masses mélanotiques chez la larve est facile à
observer puisque la transparence de la larve permet une visualisation
directe de ces masses (Figure 1.5). lI a été suggéré que la formation des
masses mélanotiques résulte d’une réaction auto-immune des
hémocytes contre les tissus nécrotiques ou d’une dérégulation des
hémocytes qui s’attaqueraient de façon non-spécifique au soi (Watson
et al., 1991). Par exemple, la mutation tu-w entraînerait un changement
de la surface cellulaire des corps gras induisant une réponse immunitaire
contre ceux-ci (Rizki et Rizki, 1979). Des mutations gain de fonction dell
(Gerttula et al., 1988), cactus (Roth et al., 1991) et hop (hopscotch) (Luo
et al., 1995) (Figure 1.5), de même que la mutation de LWR (Lesswright)
(Huang et al., 2005), induisent la formation de masses mélanotiques.
L’observation microscopique de ces masses suggère qu’il y ait
accumulation de plusieurs couches de lamellocytes autour de celles-ci
(Braun et al., 1998; Huang et aI., 2005).
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Figure 1.5 Formation de masses mélanotiques chez la larve. Photo de
Dearolf, 1998, avec la permission d’Elsevier. Phénotype de masses
mélanotiques induites par l’expression de la forme activée de HOP,
HO pTUM-L•
s
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Ces modèles de désordre associés au système hématopdiètique
de la drosophile démontrent la validité de son utilisation comme
système d’étude pour analyser les mécanismes impliqués dans le
développement des leucémies.
2.3. Outils pour l’étude du système hématopoiétique
Cette section présente les techniques qui ont été décrites et qui
permettent l’étude du système hématopoïétique de la drosophile.
2.3.1 Expression dans le système hématopoïétique
Le système UAS/OAL4 permet l’expression d’un gène d’intérêt de
façon tissu- ou cellule-spécifique (Brand et Perrimon, 1993). Dans les
tissus permettant son expression, GAL4 lie la séquence UAS (Upstream
Activated Sequence) en aval du promoteur minimal de hsp7o (heat
shock protein 70), ce qui permet l’expression du gène d’intérêt. Voici
quatre constructions qui permettent l’expression dans le système
hématopoïétique: HmI-GAL4, srp-GAL4, He-GAL4 et Cg-GAL4 (Tableau
1.1).
D’abord, les séquences régulatrices de HmI (Hémolectine)
permettent l’expression spécifiquement dans les plasmatocytes et les
cellules cristallines d’origine embryonnaire et larvaire. On retrouve aussi
son expression dans les lobes antérieurs des glandes lymphoïdes des L3
(Goto et aI., 2003). HML est impliqué dans l’homéostasie et la
coagulation, rôles conservés pour son homologue humain, le facteur
von Willebrand (Goto et aI., 2003).
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Séquence Patron d’expression Patron d’expression dans
promotrice cellulaire les organes
(Gène)
Hm! Sous population de Lobes antérieurs des
(Hemolectine) plasmatocytes et cellules glandes lymphoïdes
cristallines
srp Plasmatocytes et cellules Hautement spécifique aux
(Serpent) cristallines hémocytes
He Dans 80% des hémocytes Faiblement dans lobes
(Hemese) antérieurs des glandes
lymphoïdes
Cg Hémocytes en circulation Lobes antérieurs des
(Viking et DCg 1) et sessiles, sauf glandes lymphoïdes, corps
lamellocytes gras
Tableau 7.1 Promoteurs du système hématopoïétique pouvant être utilisé
avec le système d’expression UAS/GAL4. Le système d’expression
UAS/G A L4 permet d’utiliser différents promoteurs pour permettre
l’expression d’un gène d’intérêt. HmI-GAL4, srp-GAL4, He-GAL4 et Cg
GAL4 sont quatre constructions utilisant les séquences promotrices des
gènes indiqués et qui permettent l’expression spécifiquement dans le
système hématopoïétique. Ces séquences promotrices démontrent des
différences quant au patron d’expression qu’elles permettent.
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Ensuite, la région régulatrice de srp permet l’expression de GAL4
spécifiquement dans les hémocytes. Cette construction a permet
l’expression dans le mésoderme procéphalique au stade embryonnaire
9, dans les cellules cristallines et les plasmatocytes (Bruckner et aI., 2004).
HÉ (Hemese) est une protéine transmembranaire qui se retrouve à
la surface des hémocytes et qui joue un rôle dans la modulation de la
réponse immunitaire cellulaire (Zettervall et al., 2004). La construction
HeGAL4 permet l’expression dans 80% des hémocytes en circulations et
dans les hémocytes sessiles. Par contre, son expression est très faible
dans les glandes lymphoïdes bien que la protéine HE y soit présente,
probablement parce que la région promotrice utilisée pour la
construction de He-GAL4 ne possède pas tous les éléments régulateurs
permettant de récapituler le profil d’expression naturel de la protéine
(Zettervall et aI., 2004).
Asha et colI. (2003) ont utilisé les régions promotrices des gènes du
collagène de type IV dans la construction Cg-GAL4 (Collagen-GAL4).
Deux séquences adjacentes codent pour le collagène de type IV chez
la drosophile, soit DCgÏ (Natzle et al., 1982) et vkg, exprimés dans les
hémocytes et les corps gras (Yasothornsrikul et aI., 1997). Ainsi, la
séquence régulatrice de ces deux gènes o été utilisée dans cette
construction. L’expression se fait spécifiquement dans les hémocytes
embryonnaires et larvaires en circulation, dans les lobes antérieurs des
glandes lymphoïdes et dans les corps gras. Aucune expression n’a été
détectée dans les lamellocytes (Asha et aI., 2003).
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2.3.2 Visualisation rapide des hémocytes
Le traitement à la chaleur des larves permet la visualisation rapide
et etficace des cellules cristallines (Rizki et al., 1980). En effet, un choc
thermique de 10 minutes à 700C sur les larves entraîne le noircissement
spécifique des cellules cristallines suite à l’activation de la cascade de
mélanisation, ce qui permet leur visualisation (Figure 1 .6). Duvic et cou.
(2002) ont utilisé cette technique pour quantitier le rôle de la voie de
Notch sur la différenciation des cellules cristallines. Le choc thermique a
aussi été utilisé pour visualiser les cellules cristallines dans les glandes
lymphoïdes (Fossett et al., 2003).
Des anticorps spécifiques à chaque type cellulaire sont aussi
disponibles. L’anticorps H2 est spécifique à HE et il reconnaît tous les
types d’hémocytes en circulation, de même que l’ensemble des lobes
des glandes lymphoïdes. Par contre, il ne reconnaît ni les hémocytes
sessiles, ni les hémocytes embryonnaires (Zettervali et aI., 2004). Un
anticorps contre la protéine LZ permet la détection des cellules
cristallines (Lebestky et coll.,2000). Finalement, l’anticorps Li permet la
détection spécifique des lamellocytes et l’anticorps Pi permet la
visualisation des plasmatocytes. Les protéines reconnues par ces deux
dernier anticorps n’ont pas été caractérisées (Asha et aI., 2003).
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Figure 1.6 Visualisation des cellules du système hématop6iétique. Choc
thermique sur les L3. Un choc thermique de 10 min à 700C sur les larves
entraîne la mélanisation des cellules cristallines qui deviennent ainsi
visibles, a) On remarque que les hémocytes s’agrègent naturellement au
niveau des lobes postérieurs de la larve, b) Un agrandissement des deux
derniers segments abdominaux permet une meilleure visualisation des
petites cellules mélanisées (cellules cristallines) (Flèche).
b-
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2.3.3 Compte cellulaire
La quantitication des phénotypes dans le système
hématopoïétique a souvent été décrite par le décompte du nombre de
cellules (entre autre: Hedengren et al., 1999; Duvic et al., 2002; Asha et
al., 2003; Zettervall et al., 2004). Le calcul du nombre de cellules par
larve peut varier selon plusieurs tacteurs; par exemple, selon la manière
dont l’hémolymphe est extraite de la larve, comme démontré à la figure
1.7a, où les larves ont été soit transpercées (Asha et aI., 2003), soit
déchirées (Duvic et aI., 2002). Aussi, le tait de dittérencier les phases
précoce et tardive dans le développement des L3 augmente
l’homogénéité des résultats (Zettervall et aL. 2004) (Figure 1 .7b).
2.3.4 Histochimie
L’histologie est grandement répandue pour l’étude des
pathologies chez les mammifères puisqu’elle permet la visualisation de
l’arrangement des structures microscopiques des organes. L’histologie
s’applique aussi à la drosophile et s’avère pratique pour l’étude, par
exemple, des structures de l’embryon ou de tissus adultes. Il est aussi
possible de visualiser les structures internes de la L3 par histochimie. Les
coupes sont colorées à l’H&E (Hématoxyline et Éosine) avec lequel les
noyaux colorent violet et les structures cytoplasmiques, magenta (Figure
1.8).
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Figure 1.7 Compte cellulaire. Les hémocytes de cinq L3 ont été recueillies
dans la solution de Ringer et colorées au DAPI. Les comptes des cellules
DAPI positives ont été taits à l’hémacymètre. a) Diftérentes méthodes
pour extraire les hémocytes permettent différents rendement;
comparaison entre l’extraction des hémocytes en déchirant les larves ou
en les transperçant. b) Le nombre d’hémocytes varie selon les stades de
développement précoce et tardif des L3, distinguables grâce à la
présence de colorant alimentaire dans le milieu nutritif (Voir Chapitre Il:
Matériels et Méthodes). Le nombre d’hémocytes en circulation est à son
maximum juste avant le début de la métamorphose.
Déchirées Transpercées
n=4 n=2 n=4 n=2 n=2
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Figurel .8 Histochimie sur les larves. Après avoir été tixées au xylène puis
déshydratées dans l’éthanol, les larves ont été mises dans des blocs de
paraffine, coupées au microtome et les coupes ont été colorées à H&E.
Ceci nous permet d’apprécier différentes structures de la larve, o)
Ensemble des structures observées sur une coupe d’une L3, par exemple
le tube digestif, les muscles et les corps gras. b) Un agrandissement de la
partie postérieure nous permet d’apprécier les hémocytes, petites cellules
distinctes et plus foncées, qui ont tendance à s’y agréger.
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2.3.5 Cytométrie de flux
Chez la drosophile, le FACS (Fluorescent Activated CeIl Sorting) a
été utilisé pour l’étude des récepteurs impliqués dans la phagocytose des
bactéries Gram positive et négative (Ramet et al., 2002b) ou pour
l’identitication de nouveaux anticorps (Kurucz et al., 2003). Un essai
permettant la sélection de populations spécitiques d’hémocytes viables,
par exemple les plasmatocytes, par FACS a été mis au point par
Tirouvanziam et colI. (2004). Le tait que la concentration intracellulaire de
glutathionne soit plus élevée dans les cellules immunes qu’ailleurs dans
l’organisme (Sies, 1999) permet de séparer les hémocytes des débris sans
utiliser d’anticorps.
On pourrait aussi utiliser les anticorps décrits à la partie 2.3.2 en
cytométrie de tiux pour caractériser les phénotypes induits par diverses
mutations, comme on le fait pour l’étude du système hématopoïétique
chez les mammitères.
2.3.6 Transfert d’hémocytes
Chez les mammitères, on transplante des cellules de moelle osseuse
d’un individu dans un deuxième individu (récipient secondaire) atin
vérifier la capacité d’auto-renouvellement. Ceci permet, par exemple,
de confirmer le caractère leucémique du phénotype de surprolifération
observé chez le premier individu.
Il est aussi possible de transférer des hémocytes de L3 dans l’abdomen
de mouches adultes {Asha et aI., 2003) ou dans une larve (Tirouvanziam
et aI., 2004) et de suivre leur capacité à proliférer suite à la
transplantation. Cet essai permet de vérifier qu’un phénotype est cellule
autonome ou non.
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3. PRÉSENTATION DU PROJET
L’étude de la leucémie se tait principalement ex vivo dans des
cellules en culture ou in vivo dans des organismes modèles mammifères,
telle la souris. Ces systèmes d’étude ont en effet permis de mieux
comprendre les leucémies. Par exemple, grâce à ces modèles, plusieurs
des bases moléculaires et des anormalités génétiques sous-jacentes à la
leucémie ont été décrites (revu par CIme, 1994; Gilliland et al., 2004) et,
par conséquent, ont permis l’établissement de thérapies de plus en plus
spécitiques et etticaces contre les leucémies (revu par Altucci et al.,
2005; Robin et al., 2005). Malgré ces avancements, nous connaissons
peu les processus moléculaires conduisant au développement de la
leucémie. Des études tonctionnelles à grande échelle chez les
mammitères qui permettraient l’identitication des gène impliqués, par
exemple dans la leucémie, sont plutôt ditticiles vu la lourdeur technique
qu’impliquent ces modèles.
Je propose ici une toute nouvelle approche pour l’étude des
processus moléculaires qu’impliquent les leucémies; soit l’utilisation de la
drosophile comme outil génétique pour identitier des gènes
collaborateurs/antagonistes de translocations humaines leucémo
géniques. Pour y parvenir, j’ai construit des lignées transgéniques de
drosophile portant les transiocations humaine E2A-PBX1a et NUP98-
HOXA9. E2A-PBX1o a été choisie parce qu’elle est tréquemment
impliquée dans les LLA mais aussi pour les nombreuses connaissances
acquises sur son rôle dans le développement des leucémies, alors que le
choix de NUP98-HOXA9 s’est tait vu l’expertise du laboratoire du Dr Guy
Sauvageau sur l’implication des HOX dans le développement des
leucémies. Le système d’expression UAS/GAL4 a permis leur expression
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dans divers tissus. D’abord l’expression de E2A-PBX1a et NUP98-HOXA9 a
été spécifié dans le système hématopoïétique afin d’établir si ces
translocations y induisent un phénotype spécifique. Puis, afin de vérifier
s’il est possible de générer un phénotype ailleurs que dans le système
hématopoïétique, j’ai exprimé les translocations au cours du
développement de l’oeil. Dans le futur, les phénotypes établis seront
utilisables dans des cribles à grande échelle.
CHAPITRE II: Matériels & Méthodes
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1. UGNÉES DE MOUCHES
1.1. Culture des mouches
La culture des mouches et les croisements ont été faits selon les
conditions standards, soit à 25°C, 50% d’humidité, dans un milieu nutritif
de mdfs granulé, mélasse, levure et agar. Lorsque les L3 devaient être
différenciées entre précoces et tardives, du colorant alimentaire rouge
était ajouté au milieu. En effet, juste avant de procéder à la pupaison,
les L3 tardives éliminent le contenu de leur tube digestif. L’utilisation du
colorant permet donc de distinguer les L3 précoces, dont le contenu du
tube digestif est rouge et visible à travers la cuticule, des L3 tardives,
dont le tube digestif est vide.
1.2. Lignées utilisées
Le Tableau 2.1 décrit les différentes lignées de mouches utilisées ainsi
que leur provenance.
2. CONSTRUCTION DES LIGNÉES TRANSGÉNIQUES
2.1. Construction des plasmides et séquençage
pUAST-NUP98-HOXA9 a été construit en clonant le fragment EcoRI
de MSCV-NUP98-HOXA9-pgkGFP (662) dans e vecteur pUAST (Brand et
al., 1993). pUAST-E2A-PBX1a a été construit en clonant le fragment EcoRI
de MSCV-pgkGFP-E2A-PBX1a sens (928) dans le vecteur pUAST (Brand et
aI., 1993). Dans les deux cas, les plasmides ont été séquencés dans
l’orientation 5’ et 3’ du gène.
Génotype complet Chromosome Source
I Promoteur
w[1 1 18]; P{w[+mC]=Cg- Bloomington,
Hémato- Cg-GAL4 GAL4.A}2 701 12
poïétique
Cg-GAL4, w[1 1181; Cg GAL4, UAS 2 Cette étudeUAS-eGFP eGFP
w[1 1181; P{w[+mC]=Hml
HmI-GA 4, GA L4.G}6-4 Bloomington,2UAS-GFP.nls P{w[+mC]=UAS- 6397
GFP::lacZ.nls}1 5.1
N. Perrimonsrp- Srp HemoGAL4, UAS-src- 2 tBruckner et al.,Hem0GAL4, GFPUAS-src-GFP 2004)
I Promoteur w[*]; P{w[+mC]GAL4- Bloomington,2gmr-GA [4Yeux ninaE.GMR}12 1104
Bloomington,
sE-GAL4/Cyo w[1 118];; P{sevEP-GAL4.B}7 2
P{GAL4-HsplO.sev}2/CyO; Bloomington,2sev-GAC4 ry* 2023
w[1 1 18]; P{w[+mC]UAS- Bloomington,2UAS UAS-abdA
abd-A.G}21.8 912
UAS-E2A-
w[1 1181; UAS-E2A-Pbxla 2 Cette étudePBX1a
w[1 1181; P{w[÷mC]UAS- 2 Bloomington,UAS-eGEP EGFP}5a.2 5431
R. MannUAS-GFP UAS-GFP-Hth7/Cyo; 2 )Casares et al.Hth/Cyo MKRS/fM2 1998)
R. MannUAS-GFP (Cyo); 131GP-Hth 3 )Casares et al.Hth/Mkrs 5(3)/MKRS 1998)
H. Sun (Pal etUAS-Hth/IM6b w[1 1181;; UAS-Hth4/TMB6
aI., 1998)
UAS-Nup98- w[1 1 18];UAS-Nup98-HoxA9 3 Cette étudeHoxA9 #3 # 3
UAS-Nup98- w[1 1 18];UAS-Nup98-HoxA9 2 Cette étudeHoxA9 #4 # 4
UAS-NUP98- w[1 1 181;UAS-Nup98-HoxA9 2 Cette étudeHOXA9 #5 #5
UAS-NUP98- w[1 1 18];UAS-Nup98-HoxA9 3 Cette étudeHOXA9#6 #6
UAS-NUP98-
w[1 1 18];UAS-Nup98- 2 Cette étudeHOXA9!Cyo HoxA9/Cyo #8#8
w[1 118]; P{w[+mCJ=UAS- 3 Bloomington,UASRasvl2 Ras85D.V12}fL1 4847
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Génotype
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Tableau 2.1 Énumération des différentes lignées utilisées. Présentation du
génotype, du positionnement sur le génome et de la source des
différentes lignées de drosophile utilisées.
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2.2. Microinjection
Des embryons de type sauvage w1118 (Canton-S) ont été collectés
une heure après la ponte afin de s’assurer de l’homogénéité dans le
stade de développement. Les embryons ont été déchorionés 1 min dans
3% hypochlorite de sodium, puis dessiquer iOmin sur des granules de
sulfate de calcium anhydre (Drierite). La microinjection a été faite dans
la partie postérieure de l’embryon avec 5jig/tl de plasmide + ig/tl de
plasmide-aide portant la transposase A2-3. Après 24h dans l’huile
Volatef PCTFE tAla), les Li ont été transférées dans le milieu nutritif, et les
mouches obtenues ont été croisées au type sauvage w1118. L’intégration
a été balancée et les mouches ont été croisées à elles-mêmes afin
d’obtenir des lignées homozygotes (ou maintenues contre un
chromosome balanceur lorsque récessives létales).
2.3. Lignées portant deux intégrations
Les lignées portant deux transgènes ont été obtenues par
recombinaison méiotique entre chromosomes homologues portant des
intégrations distinctes. Les mouches ainsi obtenues ont été balancées et
croisées entre elles afin d’obtenir des lignées homozygotes, lorsque
possible. Voici la liste des lignées établies:
j. UAS-hth, UAS-NUP9B-HOXA9
ii. UAS-GFP-hth, UAS-NUP98-HOXA9
iii. UAS-GFP-hth, UAS-Abd-B
iv. UAS-E2A-PBX la, UAS-NUP9B-HOXA9
y. UAS-Ros”2, UAS-NUP98-HOXA9
vi. Cg-GAL4, UAS-eGFP
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La lignée vi a été utilisée tout au long du projet parce qu’elle permet
de visualiser les hémocytes rapidement par la présence de la GFP. La
présence des constructions distinctes a été confirmée par PCR
(Polymerase Chain Reaction) pour les lignées i, ii, iii, et iv, mais seule la
lignée iv a été phénotypiquement testée lors d’essais de collaboration.
3. ANALYSE CELLULAIRE
La récolte de l’hémolymphe sur une lame de verre a été fait en
transperçant (ou en déchirant, lorsque spécitié) la partie postérieure des
L3 dans 5Ojil de tampon Ringer pour drosophile (182mM KCI, 46mM
NaCI, 3mM CaCI2 et lOmM Tris-Cl, pH 7,2); le tout se fait sur glace.
3.1. Compte cellulaire
Cinq L3 ont été transpercées ou déchirées sur un plat à dissection.
L’hémolymphe recueillie dans le tampon Ringer est transférée dans un
tube Eppendort dans lequel on ajoute O,5jig/ml DAPI. Après 5min
d’incubation sur glace, lOjtl de la solution a été déposée sur un
hémacymètre. Les cellules DAPI positives ont été comptées à deux
reprises avec un hémacymètre, selon les procédures habituelles.
4. ANALYSE DES LARVES
4.1. Choc thermique
Les L3 tardives ont été chauffées lûmin à 700C dans le tampon
Ringer et les observations ont été faites à l’aide d’un stéréomicroscope.
Pour quantifier le nombre de cellules visualisées par l’essai de choc
thermique, le nombre de cellules mélanisées des deux segements
abdominaux postérieurs de chaque larve ont été comptées.
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4.2. Histochimie
Les L3 ont été tixées lOmin dans xylène 100%, puis déshydratées
successivement dans des bains de 25%, 50%, 75% et 100% éthanol. Les
larves ont par la suite été mises dans la paraffine, coupées au
microtome et colorées à H&E. Les coupes et colorations ont été
effectuées par Denis Rodrigue, technicien de laboratoire du
département de Pathologie et biologie cellulaire de l’Université de
Montréal. Les observations ont été taites sur un microscope inversé.
5. ANALYSE DES MASSES MÉLANOTIQUES
5.1. Décompte des masses mélanotiques
Afin de faciliter la manipulation des L3, celles-ci ont été placées
dans la solution de Ringer sur glace pour 2-3 heures avant de procéder.
Les masses ont ensuite été dénombrées pour chaque larve sous un
stéréomicroscope. Les masses noires bien définies de même que les
agrégats brunâtres moins bien définies ont été dénombrées.
5.2. Dissection des masses
Les masses ont été extraites des larves à l’aide de pinces à dissection,
puis mises dans la solution de Ringer. Elles ont été colorées au DAPI
0,5jig/ml pour 5min avant d’être observées au stéréomicroscope.
6. EXPRESSION DES ONCOGÈNES DANS LES YEUX
6.1. Croisement
Les lignées UAS-NUP98-HOXA9 et UAS-E2A-PBX1o ont été croisées
aux lignées gmr-GAL4 (glass multiple repeat-GAL4), sev-GAL4 (sevenless
GAL4) et sE-GAL4 (sev Enhancer-GAL4). 2-3 jours après l’éclosion des
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mouches, elles ont été transférées dans des tubes propres, sans levure,
pour 1-2 jours avant de procéder à l’étude des yeux.
6.2. Préparation des échantillons et SEM
6.2.1. Préparation
Une dizaine de femelles dont ont été recueillies, tout en s’assurant
que les yeux étaient propres et non abîmés. Elles ont été placées
successivement dans 25%, 50%, 75% et 100% d’éthanol pour 8 heures
pour chaque bain, ce qui assure leur déshydratation complète. Les
femelles ont ensuite été placées dans des bains successifs de 25%, 50%,
75% et 100% fréon/éthanol pour 8 heures pour chaque bain afin de les
dessécher.
L’échantillon doit être conductible pour être détecté par le SEM
(Scanning electron microscopy, ou microscope à balayage
électronique), c’est pourquoi on le recouvre d’une tine couche d’Au/Pd
(or/palladium). Les mouches ont donc été montées sur un disque de
carbone avec de la colle à base de graphite colloïdal (MecaLab Ltd),
en s’assurant que l’oeil sera perpendiculaire à l’objectif lorsqu’observé
au SEM. On procède ensuite au dépôt AuPd sur l’échantillon.
6.2.2. SEM
Les photographies d’oeil de mouches ont été prises avec un SEM
de type JEOL JSM-840 mis à notre disposition par le Centre de
Caractérisation Microscopiques des Matériaux ((CM)2) de l’École
Polytechnique de Montréal.
CHAPITRE III : Résultats
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1. LIGNÉES TRANSGÉNIQUES
La microinjection de UAS-NUP98-HOXA9 o permis d’obtenir cinq
lignées transgéniques: lignée #3, 4, 5, 6, et 8. Par contre, une seule
lignée a été obtenue pour UAS-E2A-PBXIa, malgré les etforts pour en
obtenir d’autres. L’intégration d’un transgène dans le génome se tait
par la transposase de façon aléatoire et l’activité transcriptionnelle du
site d’intégration génomique entraîne une certaine variabilité dans
l’expression de celui-ci, et par conséquent, une certaine variation dans
le phénotype. Ainsi, il est souvent important d’obtenir plus d’une
intégration afin de s’assurer que le phénotype observé est spécifique au
transgène mais aussi afin d’obtenir une gamme d’intensité
phénotypique.
Le tableau 3.1 résume les caractéristiques de chaque intégration
ainsi que leur phénotype de viabilité et de croissance sous le contrôle
de Cg-GAL4. On remarque que le phénotype varie effectivement selon
l’intégration de UAS-NUP98-HOXA9: les intégrations #3, 4 et 5
permettent aux larves de se développer en adulte, malgré un
ralentissement du développement. Par contre, l’intégration #6 a un
phénotype unique qui ralentie de façon dramatique la croissance des
larves, qui ne se développent que très rarement et ditficilement en L3.
L’intégration #8 s’avérait moins intéressante puisqu’elle est homozygote
létale et que, lors de croisements, ceci entraîne deux populations: l’une
portant le transgène, l’autre portant le balanceur. La différenciation au
niveau larvaire de ces deux populations étant plus complexe, je me suis
donc concentrée sur les autres intégrations. L’expression des transgènes
sous le contrôle de la construction HmI-GAL4 ne semble pas affecter ni
la viabilité ni la croissance des larves (données non-présentées).
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Intégration Homozygote Chromosome létalité Croissance
viable (Cg-GAL4) (Cg-GAL4)
NUP98-HOXA9 #3 + 3 - Ralentie
NUP98-HOXA9 #4 + 2 - Ralentie
NUP98-HOXA9 #5 + 2 - Ralentie
NUP98-HOXA9 #6 + 3 + Jusqu’à
L2
N U P98- 2
- N.D.HOXA9/Cyo
-
#8
E2A-PBX1a + 2
- Normal
Tableau 3.1 Données phénotypiques des intégrations de UAS-NUP98-
HOXA9 et UAS-E2A-PBXIa. Les lignées sont toutes homozygotes viables,
sauf NUP98-HOXÀ9/Cyo #8. En présence du promoteur Cg-GAL4, la
croissance des larves est dramatiquement ralentie pour toutes les lignées;
elles finissent toutes par atteindre le stade adulte, sauf l’intégration #6
pour laquelle les larves ne se rendent que très rarement au stade L3 et
n’atteignent jamais le stade adulte. Le rythme de croissance de
l’intégration #8 n’a pas été déterminé (N.D.). La croissance des larves
portant E2A-PBX]a semble similaire à celle du type sauvage.
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2. EXPRESSION DE IRANSIOCATIONS IEUCÉMOGÉNIQUES DANS LE
SYSTÈME HÉMATOPOÏÉIIQUE DE LA DROSOPHILE
2.1 Phénotype cellulaire
Les voies de signalisation RAS, JAK/STAT et IL influencent le
nombre d’hémocytes en circulation chez la drosophile (Luo et cl., 1995;
Harrison et al., 1995; Qiu et al., 1998; Asha et cl., 2003). Des études
précédentes ont montré que l’expression dans le système
hématopoïétique de mutations gain de fonction de certaines de leurs
composantes induisent une surprolifération cellulaire et, dans certain
cas, une augmentation de la quantité de lamellocytes en circulation
(Luo et cl., 1995; Harrison et al., 1995; Qiu et al., 1998; Asha et cl., 2003).
J’ai donc, dans un premier temps, vérifier si l’expression de NUP98-
HOXA9 et E2A-PBX1c spécifiée au système hématopoïétique entraîne
une surprolifération comme celle observée par l’expression de Ras”2
(Asha et al., 2003). J’ai d’abord vérifié si je pouvais reproduire la
surprolitération induite par RASv12. Les observations obtenues sont
qualitativement comparable à ce qui a été démontré (Asha et al.,
2003), i.e. il y atfectivement surprolitération du nombre d’hémocytes en
présence de RAS”’2 comparé à w1’18 (Figures 3.lb et 3.2a et b), malgré
que le dénombrement à l’hémacymètre (Figure 3.la) soit moins
important que ce qui avait été observé (augmentation de 4X ici
comparé à 40X). Ceci peut s’expliquer par les taits que deux lignées
portantes des intégrations dittérentes de RcsvI2 aient été utilisées. J’ai
aussi tenté de quantifier par compte cellulaire à l’hémacymètre les
phénotypes induits par l’expression de NUP98-HOXA9 sous le contrôle
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Figure 3.1 Surprolifération cellulaire induite par RASV12. a) Décompte des
cellules DAPI positives à I’hémacymètre pour le type sauvage et pour
l’expression Rasvl2 sous le contrôle du promoteur Cg-GAL4, on observe
une augmentation de 4X par rapport au type sauvage w1118. Visualisation
des hémocytes de type sauvage (b) et UASRasvl2 (c) sous contrôle de
Cg-GAL4, colorés au DAPI.
Type sauvage Ras v12
n=2 n=4
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Abd-B hth E2A-PBX1a
Figure 3.2 Choc thermique en présence de Cg-GAL4 et Rasvl2, Abd-B, hth
ou E2A-PBXJa. o) Type sauvage w1118. b) L’expression de Rasvl2 induit une
surprolifération cellulaire marquée. II semble y avoir une diminution du
nombre de cellules mélo nisées en présence de ABD-B (c), HTH (d) et E2A-
PBX1a (e).
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des constructions Hm/-GAL4 et Cg-GAL4 (données non présentées).
Toutefois, la variabilité entre les essais empêche de tirer des conclusions
significatives.
Afin de quand même avoir une quantification préliminaire du
phénotype cellulaire induit, j’ai procédé au décompte des cellules
mélanisées dans les deux derniers segments abdominaux de la partie
postérieure des larves ayant subies un choc thermique (Duvic et al.,
2002). Malgré qu’on obtienne ainsi un bon indice quant au nombre
d’hémocytes, on ne peut se baser sur ce décompte pour une
quantification exacte. En effet, ce type de décompte ne tient compte
que des cellules cristallines qui deviennent noires par mélanisation et qui
se trouvent à la partie postérieure des L3, omettant les cellules se
retrouvant ailleurs dans l’organisme et ne pouvant procéder à la
mélanisation. En présence de HmI-GAL4, les larves w1118 ont 56.9 ± 36.4
cellules mélanisées dans les deux derniers segments postérieurs (n=9)
alors que les larves NUP98-HOXA9 en ont 57.9 ± 35.6 pour l’intégration #3
(n=8), 45.5 ± 22.5 pour #4 (n=1 1), 31.3 ± 31.8 pour #5 (n=10) et 36.1 ± 22.7
pour #6 (n=1 1) (Figure 3.3). Ainsi, sans toutefois pouvoir conclure de
façon définitive, il semble généralement y avoir une diminution du
nombre de cellules mélanisées. Le dénombrement de ces cellules dans
les larves exprimant les intégrations de NUP98-HOXA9 sous le contrôle de
Cg-GAL4 ayant subi un choc thermique s’est avéré très variable dû à la
présence de masses mélanotiques (voir Section 2.2). En effet, les masses
et les hémocytes qui s’agrègent sur celles-ci semblent empêcher une
récolte reproductible de l’hémolymphe, rendant ardu un décompte
fiable. Par contre, chez les larves exprimant E2A-PBXJa sous le contrôle
de Cg-GAL4, il est possible de procéder au décompte puisque les
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NU P98-
HOXA9
Figure 3.3 Choc thermique en présence de HmI-GAL4 et des différentes
intégrations de NUP98-HOXA9. L’expression de NUP98-HOXA9 avec le
promoteur Hm/-GAL4 semble induire une légère diminution du nombre de
cellules (b) comparé au type sauvage w1118 fa). La formation de masses
mélanotiques n’a pas été observée.
l 116
3 4 5
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masses sont beaucoup moins fréquentes. Ainsi, il y a diminution du
nombre de cellules des segments abdominaux postérieurs lorsque les
larves sont traitées à la chaleur (72.2 ± 71.2 cellules mélanisées pour
w11 18,n=10 comparé à 59.8 ± 34.3 pour E2A-PBX1 a, n=5) (Figure 3.2e).
2.2 Formation des masses mélanotiques
Plusieurs mutations ont été associés à un phénotype de masses
mélanotiques (Perotti et Bairati, Jr., 1968; Rodriguez et aI., 1 996; Huang et
aI., 2005), dont la mutation gain de fonction dans la kinase JAK appelée
HOP (hopTum-!; hoptumotous lethal) (Hanratty et Ryerse, 1981; Asha et al.,
2003).
De façon fort intéressante, l’expression de la translocation NUP98-
HOXA9 entraînent le développement de masses mélanotiques (Figure
3.4b), qui se forment presqu’exclusivement au stade L3. Cependant,
l’expression de NUP98-HOXA9 sous le contrôle de HmI-GAL4 n’entraîne
pas la formation de masses mélanotiques (Figures 3.3b). Quoique la
raison demeure inconnue, on peut penser que la différence les
promoteurs Cg-GAL4 et Hml-GAL4 proviennent soit d’une différence
ntre leur niveau d’expression ou encore du fait que l’expression est
dirigée dans dittérents types cellulaires (voir Chapitre IV).
La fréquence de développement de ces masses dans les larves
exprimant les différentes intégrations de NUP98-HOXA9 sous le contrôle
de Cg-GAL4 s’avère très impressionnante (Figure 3.5). Le
dénombrement de ces masses permet de comparer le phénotype
induit par les différentes intégrations. L’intégration #3 entraîne la
formation de masses dans 27.8% des larves observées avec une
moyenne de 4.8 masses/L3. Le phénotype le plus fort est observé avec
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Figure 3.4 Choc thermique en présence de Cg-GAL4 et des différentes
intégrations de NUP98-HOXA9. a) Type sauvage w1118. b) Pour les
intégrations # 3, 4 et 5, on observe la formation de masses mélanotiques
alors que le développement est grandement affecté pour l’intégration
NUP98-HOXA9
#6.
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Figure 3.5 Décompte des masses mélanotiques. Chaque point sur le
graphique représente une larve portant le nombre de masses
correspondant sur l’axe des y. Comparaison des phénotypes induits par
l’expression de E2A-PBXIa et des intégrations 3, 4 et 5 de NUP98-HOXA9
avec R0sv12. Aussi, le décompte o été fait pour abd-A, Abd-B et hth. Les
comptes ont été faits lorsque l’expression des oncogènes est sous le
contrôle de Cg-GAL4. Pour les intégrations de NUP98-HOXA9, p<O.0001;
pour E2A-PBX la p=O.08: pour les collaborateurs AbU-B et hfh p<O.05.
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l’intégration #4 qui indique que 72.9% des larves sont affectées, portant
en moyenne 12.6 masses/L3. Finalement, l’intégration #5 induit la
formation de masses dans 37.5% des cas avec en moyenne 9.2
masses/L3. Comme le développement en L3 est très tare dans le cas de
l’intégration #6, je n’en ai pas tenu compte pour cet essai. Lors du
décompte de ces masses, j’ai aussi observé qu’il n’y a pas formation de
masses chez le type sauvage w1118 en présence de Cg-GAL4.
L’expression de R0sv12 sous le contrôle de Cg-GAL4 induit la formation
de masses mélanotiques dans 7.1% des larves observées avec une
moyenne de 1.5 masses/larves, en plus du phénotype de surprolifération
déjà décrit (Asha et aI., 2003) (Figure 3.5). Finalement, l’expression de
E2A-PBXÏa induit aussi la formation de masses mélanotiques à faible
fréquence (8% des larves, 1 .3 masses/L3 en moyenne, Figure 3.5) mais les
données préliminaires sur le nombre de cellules vont à l’opposé du
phénomène de surprolifération observé avec RASV12 (Figure 3.2b et e).
2.3 Analyse du phénotype de masse mélanotique vs celui de
surprolifération
Le développement des masses mélanotiques peut être induit suite
à une surprolifération cellulaire (Luo et al., 1995; Asha et aI., 2003; Huang
et al., 2005). Ce ne semble pas être le cas lorsque NUP98-HQXA9 est
exprimé.
Pour déterminer ceci, j’ai procédé à la comparaison des
phénotypes induits par RASV12 et NUP98-HOXA9. D’abord, on remarque
que RASV]2 induit vraiment une augmentation du nombre de cellules
individuelles (Figures 3.lb, 3.2b et 3.6a), alors que les hémocytes
semblent agglomérés au niveau des masses dans les larves NUP98-
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HOXA9 (Figure 3.6b). Par contre, l’analyse de masses mélanotiques
disséquées de larves Cg-GAL4, UAS-eGFP (enhanced-GFP) et UAS
NUP98-HOXA9 n’indiquent pas que celles-ci soient vraiment cellulaires
(Figure 3.7). En effet, les cellules semblent se retrouver autour de la
masse et non pas à l’intérieur (Figure 3.7b). Il est important de noter, par
contre, que la mélanine produite par la masse (Figure 3.7a) est un
chromophore qui absorbe les photons émis entre les longueurs d’onde
de 280 à 500nm (Paquet et al., 2005) et que le colorant DAPI et la GFP,
respectivement, absorbent la lumière à 340nm et 488nm et émettent à
488nm et 509nm. Ainsi, la mélanine empêche probablement la
visualisation du DAPI et de la GFP.
3. EFFETS DES COLLABORATEURS CONNUS DE HOXA9
Chez la souris, il existe des modèles démontrant que dittérents
oncogènes interagissent entre eux, ce qui augmentent leur pouvoir de
transformation. Par exemple, NUP98-HOXA9 et MEIS1 surexprimés
réduisent le temps de latence du développement de la leucémie
(Kroon et aI., 2001), et le même phénomène est observé lorsque E2A-
PBXIa est surexprimé avec HOXA9 (Thorsteinsdottir et aI., 2001).
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Figure 3.6 Histochimie sur les 13. L’histochimie sur les L3 permet de bien
différencier le phénotype de surprolifération de celui de masse
mélanotique, grâce à la coloration H&E. a) Surprolifération induites par
RASVÎ2 en présence du promoteur Cg-GAL4. b) L’expression de NUP98-
HOXA9 sous le contrôle du promoteur Cg-GAL4 implique la formation de
masses mélanotiques.
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Figure 3.7 Dissection d’une masse mélanotique d’une larve Cg-GAL4,
UAS-eGFP: UAS-Nup98-HoxA9. o) Sur fond clair, on peut remarquer la
mélanisation de la masse par la couleur brunâtre, b) La coloration
nucléaire DAPI laisse croire que la masse n’est pas cellulaire, mais la
mélanine pourrait empêcher la visualisation de la coloration, où la
mélanine est la plus dense. c) L’expression de la GFP dans les hémocytes
démontre qu’il y o une réponse immunitaire contre les masses
mélonotiques, comme décrit dans la littérature. On ne peut affirmer que
la masse soit un agrégat de cellules hémocytaires puisque la mélanine
pourrait avoir le même effet sur la GFP que sur le DAPI. d) Superposition
des trois images.
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3.7. Phénotypes seuls
Dans le but de vérifier si les oncoprotéines humaines exprimés chez la
drosophile ont conservé leur capacité à interagit fonctionnellement
avec leurs collaborateurs, j’ai construit par recombinaison méïotique des
lignées de drosophile comportant deux transgènes. Leur capacité à
collaborer pourra donc être testée par co-expression dans un tissu
donné à l’aide de construction GAL4. Les lignées obtenues sont:1) UAS
NUP98-HOXA9; UAS-E2A-PBXIa; 2) UAS-NUP98-HOXA9; UAS-hth
(homolgue de Meis); 3) UAS-NUP98-HOXA9; UASRasvl2; 4) UAS-hth; UAS
AbUB (homolgue de HoxA9). La présence des deux transgènes dans les
lignées a été confirmée par PCR.
Comme aucune étude n’a démontré le rôle de ces protéines dans
le système hématopoïétique de la drosophile, j’ai d’abord déterminé
l’effet des nouveaux transgènes lorsqu’exprimés seul sous le contrôle de
Cg-GAL4. L’expression de abd-A ne semble pas affecter le système
hématopoïétique. Aucun phénotype n’a été observée lorsque testé par
choc thermique (données non présentées) et aucune masse
mélanotique n’a pu être observée (Figure 3.5).
L’expression de Abd-B et hth sous le contrôle du promoteur Cg
GAL4 semble affecter le système hématopoïétique. Effectivement, le
nombre de cellules mélanisées dénombrées dans les lobes postérieurs
est de 28 ± 20 pour ABD-B (n8) et 18.6 ± 17.9 pour HTH (n=6) comparé à
72.2 ± 71.2 pour w1118 (n=10) (Figure 3.2a, cet d). Pour ABD-B, on observe
aussi la formation de masses mélanotiques dans 7.3% de la population
avec en moyenne 1.3 masses/L3 alors qu’on en observe 9.3% chez les
larves exprimant HTH, avec une moyenne de 1.6 masses/L3. Ces
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données sont comparables à ce qui est observé en présence de E2A-
PBX1 a (8%, 1 .3 masse/L3) (Figure 3.5).
3.2. Coopération de NUP98-HOXA9 et ses collaborateurs
Les lignées portant les transgènes susceptibles d’interagir (voir
Chapitre Il, Section 2.3) ont été générées, mais seule la capacité de
collaboration entre NUP9B-HOXA9 et E2A-PBX1a a été testée pour
l’instant.
Les données préliminaires recueillies (non quantifiées) démontrent
que le phénotype de NUP98-HOXA9 est augmenté en présence de E2A-
PBX1a. En eftet, dans les lignées portant NUP98-HOXA9 et E2A-PBXIa, on
observe une exacerbation du phénotype de masses mélanotiques
lorsque ces deux transgènes sont co-exprimées sous le contrôle de Cg
GAL4 (Figure 3.8).
4. DÉVELOPPEMENT DE L’OEIL
Dans le but de vérifier la possibilité d’établir un phénotype ailleurs
que dans le système hématopoïétique, j’ai utilisé trois constructions qui
permettent l’expression spécifiquement lors du développement de l’oeil
pour y exprimer les translocations E2A-PBXÏa et NUP98-HOXA9. La
première construction utilisée est sev-GAL4, qui possède les régions
régulatrices contrôlant l’expression du récepteur tyrosine kinase sev
(Fortini et al., 1992) fusionnée à la séquence codant pour GAL4. La
seconde construction est sE, qui consiste en la fusion de deux séquences
«enhancer» de sev avec le promoteur minimal de hsp7O (Dickson et
al., 1992). Celle-ci est utilisée avec le système d’expression UAS/GAL4
(Ruberte et al., 1995). Ces constructions permettent l’expression dans les
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Figure 3.8 Collaboration entre deux oncogènes: Co-expression de E2A-
PBXIa et NUP98-HOXA9 sous le contrôle de Cg-GAL4. Lorsqu’exprimés
ensemble, E2A-PBX1a et NUP98-HOXA9 induisent un phénotype plus
sévère que lorsqu’ils sont exprimés seuls: il semble y avoir plus de masses
mélanotiques et leur contour semble mieux défini. A noter que,
contrairement aux autres [3 présentées précédemment, celle-ci n’a pas
subie de choc thermique.
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précurseurs des cellules Ri et cônes et dans les cellules R3 et R4 de l’oeil
en développement. Finalement, j’ai utilisé la lignée gmr-GAL4, qui
consiste en cinq répétitions de l’élément de réponse liant Glass
(Freeman, 1996), un facteur de transcription à doigt de zinc (Moses et
Rubin, 1991). gmr-GAL4 permet d’exprimer spécitiquement dans la
plupart des cellules de l’oeil au cours de leur différenciation.
D’abord, l’expression des intégrations #3, 4, 5 et 6 de NUP98-HOXA9
et de E2A-PBXIo sous le contrôle de sev-GAL4 n’aftecte pas le
développement de l’oeil (données non-présentées). sE-GAL4, qui o un
niveau d’expression plus fort que sev-GAL4, est létal pour les intégrations
#5 et 6 mais n’induit aucun phénotype dans l’oeil pour les intégrations
#3 et 4 de NUP98-HOXA9, ni pour E2A-PBXJA (données non-présentées).
Par contre, l’expression des oncogènes sous le contrôle de gmr-GAL4
cause un détaut au cours du développement de l’oeil, résultant en un
oeil adulte rugueux (Figure 3.9). lI y a une certaine variabilité entre le
niveau de rugosité entre chaque intégration de NUP98-HOXA9, les plus
fortes étant les intégrations #5 et 6. La Figure 3.9b représente le
phénotype induit par l’intégration #5. L’expression de E2A-PBXIa induit
de façon peu fréquente une faible désorganisation (Figure 3.9c). À
noter que l’expression de GAL4 par gmr induit une certaine rugosité
dans l’oeil, comme démontré à la Figure 3.9a (Kramer et Staveley, 2003).
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Figure 3.9 Désorganisation du développemnt de l’oeil suite à l’epxression
de NUP98-HOXA9 ou E2A-PBXJa sous le contrôle de gmr-GAL4.
L’observation des yeux de drosophile est faite au SEM. a) OEil de type
sauvage en présence de gmr-GAL4. b) L’expression de NUP98-HOXA9
induit un défaut dans le développement de l’oeil qui pourra être exploité
lors d’un crible génétique. Représentation de l’intégration #5. C) Le
phénotype induit dans l’oeil par E2A-PBXIa est faible et peu fréquent.
CHAPITRE IV: Discussion
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1. LES TRANSLOCAIIONS
Le but de mon projet est d’utiliser la drosophile comme outil
génétique afin d ‘identifier des gènes collaborateurs/antagonistes des
translocations humaines E2A-PBX1a et NUP98-HOXA9 impliquées dans les
leucémies. Pour ce faire, j’ai premièrement construit des lignées de
drosophile portant les ADNc de ces translocations. En second lieu, j’ai
utilisé le système UAS/GAL4 pour cibler l’expression de ces translocations
dans le système hématopoïétique et dans l’oeil de la drosophile.
Le choix des translocations s’est effectué selon les connaissances
acquises grâce aux études chez les mammifères. D’abord, la
translocation NUP98-HOXA9, retrouvée dans les LMA, s’avère très
intéressante puisque le gène NUP98 est fréquemment impliqué dans des
translocations conduisant au développement de la leucémie tslape et
aI., 2004), mais aussi parce qu’elle possède une partie du gène HOXA9.
On sait que les Hox sont très importants dans le développement du
système hématopoïétique des mammifères et que ceux-ci sont très bien
conservés entre les mammifères et la drosophile, tant au niveau
structurel que fonctionnel, Il est donc vraisemblable que les mécanismes
d’action des Hox, en conditions normales ou de néoplasie, soient aussi
conservés. Ensuite, E2A-PBX1 a été choisie vu son implication fréquente
dans les LLA (Carroll et aI., 1 984; Williams et aI., 1984). Tout comme pour
les Hox, PbxJ est aussi conservé au niveau structurel et fonctionnel, ce
qui laisse présager des mécanismes moléculaires similaires chez les
mammifères et la drosophile.
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2. MODÈLE DE LEUCÉMIE
2.1. Analyse du phénotype: Développement de masses
mélanotiques
L’expression de NUP98-HQXA9 grâce à Cg-GAL4 conduit au
développement fréquent de masses mélanotiques dans les larves
(Figures 3.4b et 3.5). Celles-ci sont également observées lors de
l’expression de E2A-PBXJa mais à un taux moindre (Figure 3.5).
L’apparition de ces masses a été décrite pour des mutations dans des
gènes des cascades IL et JAK/STAI (Perotti et cl., 1968; Rodriguez et al.,
1996; Huang et al., 2005), bien que les masses en tant que telles n’aient
pas été caractérisées. Plusieurs hypothèses ont été émises quant à
l’élément déclencheur qui entraînerait leur formation. D’abord, il se
pourrait qu’un défaut au niveau des corps gras, par exemple une
expression aberrante des protéines à la surface des cellules, déclenche
une réaction auto-immune contre ceux-ci, entraînant leur mélanisation
et la formation des masses (Dearolf, 1998). Les masses mélanotiques
peuvent aussi être formées par l’agrégation des hémocytes lorsqu’il y a
surprolifération cellulaire (Huang et al., 2005).
Les données semblent indiquer que, dans le cas présenté ici, le
défaut se situe probablement au niveau des corps gras. Effectivement,
le phénotype de masses mélanotiques s’observe en présence de Cg
GAL4 (Figure 3.4b), dont l’epxression est spécifique aux plasmatocytes
et aux cellules cristallines, mais aussi aux corps gras. Les masses
mélanotiques n’ont pas été observées lorsque NUP98-HOXA9 est
exprimée sous le contrôle de Hml-GAL4 (Figure 3.3b), spécifique aux
plasmatocytes et aux cellules cristallines seulement (Tableau 1.1). Par
contre, ceci pourrait s’expliquer par le tait que Hml-GAL4 induit une
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expression à dose plus taible que Cg-GAL4, selon des tests d’expression
de la GFP (données non-présentées). Afin de déterminer si le
phénotype de masses mélanotiques est attribuable à un désordre
aftectant les corps gras, on pourrait induire l’expression des
translocations avec des constructions spécifiques aux corps gras et non
exprimées dans les hémocytes. Les lignées el6E-GAL4 ou Lsp2-GAL4
pourraient être utilisées à cette fin.
Comme mentionné ci-dessus, les masses mélanotiques peuvent aussi
être causées par un phénomène d’agrégation cellulaire. J’ai donc
investigué la composition de ces masses. L’histochimie sur des L3
entières semble indiquer que les masses sont formées de cellules
agrégées (Figure 3.6b). Pour confirmer ceci, j’ai disséqué les masses de
larves exprimant la GFP spécifiquement dans les hémocytes et les corps
gras (sous le contrôle de Cg-GAL4). L’intérieur de la masse ne semble
permettre la coloration par DAPI, ni la visualisation de la GFP (Figure 3.7b
et c). Ceci• indique que la masse n’est peut-être pas un agrégat
cellulaire, à moins que la mélanine produite prévienne la visualisation du
DAPI et de la GFP. Ainsi, ces deux résultats quelque peu contradictoires
ne permettent pas de déterminer la composition des masses. Par
contre, on peut affirmer que la masse stimule une réponse immunitaire,
puisqu’on observe la formation de couches d’hémocytes autour de la
masse (Figure 3.7c); il est bien probable qu’il s’agisse de lamellocytes
(Braun et aI., 1997; Huang et aI., 2005). L’étude de la composition de la
masse pourra être approfondie par immunohistochimie. On pourra ainsi
vérifier que la masse consiste en un agrégat d’hémocytes (grâce au
marqueur H2) et identifier quels types cellulaires sont recrutés avec les
marqueurs spécifiques aux différents types cellulaires (Pi est le marqueur
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spécitique des plasmatocytes, Lz des cellules cristallines et Li des
lamellocytes, voir Figure 1.4).
Il sera aussi très intéressant de vérifier si l’expression des
translocations induit un phénotype au niveau des glandes lymphoïdes. Il
a été démontré que des mutations dans mcx provoquent la
surcroissance des glandes lymphoïdes ainsi que leur mélanisation. Ainsi, il
est probable que l’expression d’une translocation à homéodomaine ait
un etfet sur le développement de cet organe.
2.2 Comparaison du comportement des transiocations chez la
drosophile vs chez les mammifères
Chez les mammifères, E2A-PBX1a et NUP98-HOXA9 sont impliquées
de façon différente dans le développement des leucémies, ce qui peut
expliquer les différences phénotypiques observées chez la drosophile.
Des études chez la souris ont démontré que la présence de la
translocation E2A-PBX1a permettait d’accélérer le développement de
la leucémie en présence de HoxA9 (Thorsteinsdottir et cl., 1999), mais
elle ne semble pas avoir la capacité à transformer les cellules lorsqu’elle
est seule. Ce phénomène de collaboration pourrait aussi être nécessaire
chez la drosophile. Pour confirmer cette hypothèse, le phénotype induit
par la co-expression de l’homologue de HoxA9, Abd-B, avec E2A-PBXÏa
devra être étudié. Des résultats préliminaires de co-expression de E2A-
PBXIo avec NUP98-HOXA9 semblent démontrer qu’effectivement, le
phénotype de masses mélanotiques de NUP98-HOXA9 est exacerbé en
sa présence (Figure 3.8).
Par contre il est important de noter que le faible phénotype induit
par E2A-PBX1o pourrait être causé par des problèmes d’ordre plus
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technique. D’abord, une seule intégration de E2A-PBXIa a pu être
obtenue. On sait que l’activité transcriptionnelle du site d’intégration
d’un transgène peut influencer l’expression de celui-ci. Ainsi, il est
difficile de confirmer que le faible phénotype soit spécifique à E2A-
PBX1o et non pas plutôt causé par un faible niveau d’expression dû à la
localisation du transgène. Aussi, l’expression d’une protéine humaine
dans un autre organisme, ici la drosophile, peut impliquer des problèmes
lors de l’expression de celle-ci, soit parce qu’elle est incompatible avec
la machinerie transcriptionnelle ou parce qu’elle est instable. Ainsi,
l’expression des translocations devra être caractérisé et validée.
2.3 Confirmation du phénotype leucémique
Pour confirmer le caractère leucémique du modèle établi, il faudrait
vérifier la capacité d’auto-renouvellement de la masse lorsque
transplantée chez un récipient secondaire. La transplantation de cellule
du système hématopoïétique de drosophile dans un récipient
secondaire, adulte ou larvaire, a été décrit précédemment (Asha et al.,
2003; Tirouvanziam et al., 2004). Ainsi, les équipes qui ont procédé à ce
genre d’essai ont établi la capacité de prolifération des cellules, ce qui
représente l’un des caractères spécifiques des cellules leucémiques
chez les mammifères. Par contre, aucune étude ne démontre l’utilisation
de cellules provenant de masse mélanotique pour ce genre de
transfert, mais l’injection d’hémocytes en circulation pourra aussi être
testée.
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3. COLLABORATION
Afin de s’assurer de la spécificité d’action des translocations utilisées
dans la drosophile, j’ai voulu savoir si elles étaient capables d’interagir
avec des protéines connues pour être leur collaborateur et si le
phénotype en serait affecté. hth, l’homologue de Meisi, est un choix
évident puisque Meisi accélère le développement des leucémies chez
les souris surexprimant aussi NUP98-HOXA9 ou Hoxa9 (Kroon et aI., 2001;
Ihorsteinsdottir et aI., 2001). Ensuite, Abd-B a été choisi puisque son
l’homologue, Hoxa9, est bien connu pour son rôle dans les leucémies. Le
dernier gène, obd-A présente une homologie avec les paralogues 6 à 8
des 4 groupes HOX humains. Aucune étude n’a démontré le rôle de ces
protéines au niveau du système hématopoïétique de la drosophile.
L’expression de Abd-B et hth seuls entraîne la formation de masses
mélanotiques à approximativement la même fréquence par rapport à
ce qui a été observé avec E2A-PBX1a (Figure 3.5) en plus de diminuer le
nombre de cellules mélanisées au niveau des segments abdominaux
postérieurs (Figure 3.2a, c et d). Il est encourageant de constater
qu’abd-A ne semble pas induire de phénotype dans le système
hématopoïétique, contrairement aux deux autres gènes. Ceci suggère
que la formation des masses et la diminution du nombre de cellules
relèvent d’un phénomène spécifique.
3.1. Effet des collaborateurs connus de HOXA9
Chez les souris, il a été démontré qu’E2A-PBXÏa permet le
développement plus rapide de la leucémie induite par Hoxa9
(Ihorsteinsdottir et aI., 1999). En fait, il est suggéré qu’E2A-PBXJa
collabore avec les gènes Hox pour induire le phénotype leucémique
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qu’on lui connaît. Les données préliminaires semblent indiquer que
NUP98-HOXA9 et E2A-PBXÏo collaborent lorsqu’ils sont co-exprimés
(Figure 3.8). On pourrait donc penser que les deux translocations
induisent le développement des néoplasies en interagissant ensemble et
en affectant les mêmes événements moléculaires. Autrement, on
pourrait penser qu’elles affectent des événements moléculaires
parallèles, mais qui convergent pour donner un phénotype de masses
mélanotiques plus sévère que lorsqu’exprimées seules. Atin de vérifier
ceci, on pourrait étudier le phénotype induit par la co-expression de
E2A-PBXIa et d’un NUP98-HOXA9 muté et désormais incapable de lier
PBX1.
Il sera aussi intéressant de tester si hth, l’homologue de Meisi, peut
collaborer avec Hoxa9, comme démontré chez les mammifères (Kroon
et oL, 2001; Ihorsteinsdottir et cl., 2001). Ainsi, on pourra tester la
surexpression de hth avec Abd-B ou NUP98-HOXA9, et vérifier si cette
capacité à collaborer est conservée. Les lignées portant ces transgènes
recombinés sont maintenant prêtes pour répondre à cette question. La
capacité des translocations humaines à collaborer avec les protéines
de la drosophile supportera l’hypothèse selon laquelle l’expression des
translocations leucémogéniques chez la drosophile récapitule certains
des évènements moléculaires conduisant à la leucémie chez la souris ou
I’ Homme.
4. PHÉNOTYPE DANS L’OEIL
Le développement normal de l’oeil de la drosophile requiert le bon
fonctionnement de voies de signalisation, telles les voies Notch, WG
(Wingless), RTK-RAS-MAPK. En fait, les événements moléculaires impliqués
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dans le développement de l’oeil sont très bien caractérisés, ce qui en
fait un outil de choix pour l’étude de l’effet d’une protéine sur une voie
de signalisation qui y est active.
L’expression de NUP98-HOXA9 sous le contrôle de gmr-GAL4 induit
une désorganisation considérable dans le développement de l’oeil. De
plus, l’expression de NUP98-HOXA9 dans la marge de l’aile n’induit
aucun phénotype (résultats obtenus par Gino Laberge). Ceci suggère
deux choses: 1) les phénotypes dans l’oeil et dans le système
hématopoïétique ne sont pas simplement causés par la surexpression
d’une protéine qui dérégule de façon aléatoire l’organisation du tissu
où elle est exprimée; 2) NUP98-HOXA9 interagit avec certains
mécanismes qui sont soit distincts ou communs entre le développement
du système hématopoïétique et l’oeil. Si, en effet, certains de ces
mécanismes sont communs, le phénotype induit dans l’oeil tacilitera
grandement la mise en place d’un crible génétique permettant
l’identification de gènes collaborateurs/antagonistes de NUP98-HOXA9.
5. CONCWSION
J’ai mis au point un modèle de leucémie chez la drosophile en
utilisant des translocations humaines. L’expression de E2A-PBX1a et
NUP98-HOXA9 a permis de confirmer qu’il est possible d’établir un
phénotype quantifiable et spécifique dans le système hématopoïétique
de la drosophile. De plus, des essais préliminaires indiquent qu’il semble y
avoir une collaboration entre les deux oncoprotéines. Ainsi, le rôle
accélérateur de E2A-PBX1 a démontré chez les mammifères pourrait être
conservé chez la drosophile. Finalement, l’expression de NUP98-HOXA9
induit une désorganisation lors du développement de l’oeil indiquant
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que des interacteurs ou des cibles génétiques y sont présents et
essentiels à l’organisation normale de l’oeil. Il reste toutefois un travail
important quant à la validation du modèle, tant au niveau du
phénotype induit dans le système hématopoïétique que celui dans l’oeil.
Seules deux translocation ont été utilisées ici pour la mise au point
d’un système génétique pour identifier des gènes pertinents à l’action
d’oncogènes leucémogéniques. Il serait possible d’étendre ce modèle
à d’autres translocations ou gènes activés induisant des leucémies chez
les mammitères. Par la suite, les molécules ainsi identifiées pourront être
étudiées chez les mammifères afin de confirmer leur rôle dans la
leucémie.
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